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ADAMTS : a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 
ApoER2 : apolipoprotein E receptor 2 
AraC : cytosine arabinoside 
Aβ : amyloid beta 
BDNF : brain-derived neurotrophic factor 
BrdU : bromodeoxyuridine 
BSA : bovine serum albumin 
Cdk2 : cyclin-dependent kinase 2 
Cdk5rap2 : cyclin-dependent kinase 5 regulatory subunit associated protein 2 
cKO : conditional knock-out 
CNP : cyclic nucleotide phosphodiesterase 
Crk : CT10 regulator of kinase 
CTR : C-terminal region 
Dab1 : disabled-1 
Dcx : doublecortin 
DEPC : diethylpyrocarbonate 
Dll : delta-like protein 
DMEM : Dulbecco's modified Eagle's medium  
DTT : dithiothreitol 
Efnb1 : ephrin-B1 
FBS : fetal bovine serum 
FGF : fibroblast growth factors 
FL : full-length 
Grin1 : glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 1 
HEK : human embryonic kidney 
HRP : horseradish peroxidase 
Id : inhibitor of DNA binding 2 
ISH : RNA in situ hybridization 
KI : knock-in 
KO : knock-out 
LGE : lateral ganglionic eminence 
LV : lateral ventricle 
MBP : myelin basic protein 
MGE : medial ganglionic eminence 
MZ : marginal zone 
Neurog2 : neurogenin 2 
NG2 : neuron-glial antigen 2 
Notch2 : notch receptor 2 
NT-3 : neurotrophin-3 
NTR : N-terminal region 
OLs : oligodendrocytes 
Olig2 : oligodendrocyte transcription factor 2 
OPCs : oligodendrocyte precursor cells 
P/S : penicillin/streptomycin 
PBS : phosphate buffered saline 
PBS-T : phosphate buffered saline with 0.05% Tween 20 
PCR : polymerase chain reaction 
PDGF : platelet derived growth factor 
PDGFRα : platelet derived growth factor receptor alpha 
PI3K : phosphoinositide 3-kinase 
PLL : poly-L-lysine 
Pou3f3 : POU class 3 homeobox 3 
PVDF : polyvinylidene difluoride 
qRT-PCR : quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 
rpm : rotations per minute 
RR : Reelin repeat 
SDS-PAGE : sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 
SEM : standard error of the mean 
Sox : SRY-Box transcription factor 
SSC : saline-sodium citrate 
Src : sarcoma 
TBS-T : Tris buffered saline with 0.05% Tween 20 
Trk : tropomyosin receptor kinase 
VEGF : vascular endothelial cell growth factor 
VLDLR : very low density lipoprotein receptor 
VZ : ventricular zone 
WB : Western Blotting 
WC : within CTR 
WT : wild-type  
目次 
 
第一章 要旨                                1 
第二章 序論                                                                7 
第三章 実験材料と実験方法                                                 12 
3-1. 試薬、抗体、プラスミド                                               13 
3-2. 実験動物            13 
3-3. マウス遺伝子型の判定          14 
3-4. Skeltal analysis           15 
3-5. HEK293T 細胞の培養                       15 
3-6. 遺伝子導入                                   15 
3-7. オリゴデンドロサイト前駆細胞の培養                 16 
3-8. 免疫沈降法                                                   17 
3-9. Western Blotting（WB）法                                               18 
3-10. RNA in situ hybridization、組織免疫染色、ニッスル染色法       19 
3-11. Golg-Cox 染色法           21 
3-12. 細胞免疫染色法                   22 
3-13. リアルタイム PCR（qRT-PCR）法                                      22 
3-14. 統計解析                                                            23 
第四章 脳におけるリーリン N-t 切断酵素の同定と N-t 切断の生理的意義の解明    26 
4-1. 結果 
4-1-1. ADAMTS-3 はリーリンの標的である神経細胞に発現する                 27 
4-1-2. Adamts3–/–マウスは骨形成異常を示し、生後すぐに死亡する               29 
4-1-3. 胎生期大脳皮質において、ADAMTS-3 はリーリンを切断して不活化する 
主要な酵素である                                                   31 
4-1-4. 前脳興奮性神経特異的 ADAMTS-3 欠損マウスの作製                    34 
4-1-5. 生後大脳皮質および海馬において ADAMTS-3 はリーリンを切断して不活 
化する                                                             34 
4-1-6. ADAMTS-3 欠損マウスの脳構造は概ね正常に形成される                 36 
4-1-7. ADAMTS-3 欠損マウスの深層興奮性神経細胞では樹状突起の分岐増加お 
よび伸長が生じる                                                    37 
4-1-8. N-t 切断抵抗型リーリンノックインマウスの解析                        38 
4-2.考察            42 
第五章 リーリンがオリゴデンドロサイト前駆細胞の発達に与える影響の解明     46 
5-1. 結果 
5-1-1. Adamts3–/–マウスと RelnDV/DVマウスの胎生期大脳皮質における遺伝子発現 
解析                                                                47 
5-1-2. リーリンは受容体への結合と Dab1 依存的に OPCs の増殖を抑制する      48 
5-1-3. リーリンは in vitro において OPCs の移動を Dab1 依存的に制御する       51 
5-1-4. Reln+/–、Dab1+/yot、Vldlr–/–マウスの胎生後期大脳皮質では OPCs の数と配置 
に異常が見られる                                                    53 
5-1-5. N-t 切断によるリーリン機能制御は OPCs の正常な発達に重要である      54 
5-2. 考察                58 
第六章 総括                    61 
引用文献                         63 





















 リーリンは、3,461 アミノ酸残基からなる巨大な分泌タンパク質であり、N 末端領
域、8 回の繰り返し構造リーリンリピート（RR）、および C 末端領域からなる。リー







を部分精製することで、リーリン切断酵素の候補として ADAMTS-3（A Disintegrin 










1. ADAMTS-3 はリーリン N-t 切断および不活化を担う主要な酵素である。 
 ADAMTS-3 の発現を RNA in situ hybridization により調べた結果、胎生期ではリーリ

















ADAMTS-3 を欠損する Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウスを作製した。このマウスの生後大
脳皮質と海馬においても、リーリン切断断片量と Dab1 量は減少していた。よって、










3. ADAMTS-3 によるリーリン N-t 切断・不活化は大脳皮質層構造形成に必須でない。 




を用いて免疫染色を行なった結果、Adamts3–/–マウス、Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウス、
RelnDV/DVマウスの大脳皮質の層構造は概ね正常に形成されることがわかった。よっ







4. リーリン N-t 切断・不活化は神経細胞樹状突起の分岐および伸長を負に制御する。 
 リーリンは樹状突起の形成や伸長を正に制御する。そこで Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マ
ウスの大脳皮質神経細胞形態を観察・定量した。その結果、深層神経細胞の尖端樹状
突起の分岐増加および伸長が観察された。RelnDV/DVマウスでも、神経細胞樹状突起の
分岐増加・伸長が観察されたことから、ADAMTS-3 によるリーリン N-t 切断・不活化
は神経細胞形態制御に寄与することが明らかとなった。 
 
5. ADAMTS-3 の欠損により胎生期大脳皮質における Tau のリン酸化量が減少する。 













質表層側に配置する OPCs の数が減少した。さらに、細胞増殖マーカーKi67 を用いて
免疫染色を行なった結果、Ki67 陽性 OPCs の割合も減少した。一方、リーリンヘテロ
欠損または Dab1 ヘテロ変異マウスの大脳皮質では、逆に OPCs の単位面積当たりの数
が増加し、大脳皮質表層側に配置する OPCs の数が増加した。また、Ki67 陽性 OPCs
の割合は増加した。さらに培養 OPCs を用いた実験から、リーリンが（１）Dab1 依存
的に OPCs の増殖に対して抑制的に働くこと、（２）OPCs の移動に対して忌避的に働
くことが示唆された。以上の結果から、リーリンは大脳皮質において、OPCs の増殖と





 本研究より、大脳皮質および海馬において ADAMTS-3 がリーリン N-t 切断を担う酵
素であることを明らかにした。さらに、in vivo においても N-t 切断がリーリンの機能
制御機構であることが示された。すなわち、脳で ADAMTS-3 がリーリンを切断して不
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造形成を司る分子として同定された（D’Arcangelo et al., 1995; Sekine et al., 2014）。その
後、成体脳において樹状突起やシナプスの形成、神経可塑性、記憶や学習を制御するこ
とが判明した（Weeber et al., 2002; Niu et al., 2004; Beffert et al., 2005; Chen et al., 2005; Herz 
and Chen, 2006; Groc et al., 2007; Niu et al., 2008; Rogers et al., 2011; Stranahan et al., 2013; 
Rogers et al., 2013）。 
 また、統合失調症やアルツハイマー病の患者で、リーリンの発現減少や切断増加、
遺伝子欠損や変異が観察されることが報告されている（Impagnatiello et al., 1998; Guidotti 
et al., 2000; Chin et al., 2007; Folsom et al., 2013; Kristic et al., 2013）。加えて、リーリンの
発現減少が神経疾患の発症や増悪化に寄与することも報告されている。例えば、リーリ
ンの発現減少はアルツハイマー病モデルマウスのアミロイド β（Aβ）の形成を促進し、
タウ病変を進行させること（Kocherhans et al., 2010; Lane-Donovan et al., 2015）、コルチ
コステロン投与によりうつ病様行動を示すマウスではリーリン産生細胞が減少するこ
と（Lussier et al., 2013）などが挙げられる。さらに、リーリンが神経疾患の病態を改善
する効果をもつことも報告されている；（1）リーリンは Aβ の産生や凝集を抑制し、Aβ
の毒性発現を抑制する（Durakoglugil et al., 2009; Rice et al., 2013）、（2）リーリンの過剰
発現によりアルツハイマー病モデルマウスの症状が緩和する（Pujadas et al., 2014）、（3）
リーリン過剰発現マウスでは、コルチコステロンまたは N-メチル-D-アスパラギン酸受
Figure 1. リーリンは 3 箇所で特異的な切断を受ける。 
A. リーリンは N 末端領域（NTR）、8 回の繰り返し構造リーリンリピート（RR）および C 末端領域
（CTR）からなる。リーリンは、N-t（RR3 の中）、C-t（RR6 と RR7 の間付近）、WC（CTR の中）
site の３カ所で特異的な切断を受ける。 
B. NTR を認識する抗体を用いてウェスタンブロッティング（WB）でリーリンタンパク質を検出する






の特徴と一致する（Apte et al., 2009; Fernandes et al., 2001）。ADAMTS-3 は、軟骨や腱、
脳に発現することが報告されている（Le Goff et al., 2006）が、脳における機能は未解明
であった。本研究では、以下の 3 点の解明を目的に研究を開始した。 











































ン酸化チロシン抗体 4G10（05-321）、ラビット抗 Olig2 抗体（AB9610）は Merck Millipore
から購入した。ヤギ抗リーリン抗体（AF3820）、ヤギ抗 PDGFRα 抗体（AF1062）、ヤギ
抗 VLDLR 抗体（AF2258）は R&D Systems から購入した。ウサギ抗 Dab1 抗体 は当研
究室の鮫島健太修士が作製した（Uchida et al., 2009）。ラット抗 Dab1 抗体（D355-3/D354-
3）は MBL から、マウス抗 β-Actin 抗体（AC15）、ヒツジ抗 Digoxigenin-AP Fab fragments 
抗体（11093274910）は Sigma-Aldrich から購入した。ラット抗 Ctip2 抗体（ab18465）、
ラビット抗 Tbr1 抗体（ab31940）、ラビット抗 Ki67 抗体（ab15580）、ラビット抗 ApoER2
抗体（ab108208）、ラット抗 BrdU 抗体（ab6326）は Abcam から購入した。ラビット抗
Brn1 抗体（sc-6028-R）は Santa Cruz Biotechnology から購入した。Horseradish peroxidase
（HRP）標識二次抗体は GE Healthcare、Alexa Fluor 二次抗体は Thermo Fisher Scientific
から購入し使用した。リーリン発現プラスミド pCrl（D’Arcangelo et al., 1997）は独立行
政法人理化学研究所脳科学総合研究センター（現・上海科技大学）の御子柴克彦チーム




 Slc:ICR マウス、C57BL/6N マウス、Wistar ST ラットは日本 SLC より購入した。リー
リンヘテロ欠損マウス（Reln+/–；B6C3Fe-a/a-rl）は Jackson Laboratories より購入した。
Dab1 ヘテロ変異 yotari マウス（Dab1+/yot; Sheldon et al., 1997）は、独立行政法人理化学
研究所脳科学総合研究センター（現・上海科技大学）の御子柴克彦チームリーダーより
ご供与頂いた。ADAMTS-3 ヘテロ欠損マウス（Adamts3+/–, Project ID CSD50174: 
Adamts3tm1a(KOMP)Wtsi; https://www.komp.org/ ）は、 the Knockout Mouse Project (KOMP) 
Repository/Wellcome Trust Sanger Institute（Bradley et al., 2012; Skarnes et al., 2011）によっ
て作製されたものを入手した（Fig. 5）。条件特異的 ADAMTS-3 欠損マウスの作製のた
め、Adamts3+/–マウスは、B6-Tg(CAG-FLPe)36 マウス（No. RBRC01834; Riken BioResource 
Center）と交配させ、ADAMTS-3 を発現する Adamts3+/flox マウスを作製し、さらにそれ
らを交配させることで Adamts3flox/flox マウスを作製した。Adamts3flox/flox マウスは Emx1-
CreΔneo マウス（Iwasato et al., 2004；No. RBRC01345; Riken BioResource Center）と交配
させ、Adamts3+/flox;+ / Emx1-Cre マウスを作製した。そして、Adamts3+/flox;+ / Emx1-Cre マウスと
Adamts3flox/flox マウスを交配させることで、前脳興奮性神経細胞でのみ ADAMTS-3 を発
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Adamts3+/–マウスは、Slc:ICR および C57BL/6N マウスと交配させバッククロスを行い、
生化学的解析には Slc:ICR バックグラウンドの、組織免疫学的解析には C57BL/6N バッ





 マウスの尻尾または指を切り、25 mM NaOH/0.2 mM EDTA 水溶液 60 μL 中で 98˚C 1
時間インキュベートし、ゲノム DNA を抽出した。その後、40 mM Tris-HCl pH4.5 を 60 
μL 加えて中和した。マウス 1 匹当たり終濃度 0.4 µM each primer、0.2 mM dNTP（タカ
ラバイオ）、1x Ex Taq Buffer（タカラバイオ）、16.7 mU の Ex Taq HS（タカラバイオ）、
および DNA 液 1 µL を含む混合液を調製し、Table 1 および Table 2 に記載するプライマ
ーおよびプロトコルを用いて PCR を行った。 ADAMTS-3 欠損マウスの wild-type（WT）
allele と Flox allele に対しては ADAMTS3KO-F-01 と ADAMTS3KO-WR-01 を、mutant 
allele に対しては ADAMTS3KO-F-01 と ADAMTS3KO-MR-01 を使用した。Reelin の WT 
allele に対しては PDKI-WT-21 と PDKI-Rev-24、Reelin の DV allele に対しては PDKI-KI-
93 と PDKI-Rev-24、Dab1 の WT allele に対しては dab1-570 と dab1-737、Dab1 の yot allele
に対しては dab1-570 と yot-1 を用いた。Emx1-Cre マウスと Reeler マウスは、Table 1 に




Table 1. 各種遺伝子改変マウスの遺伝子型判定に使用した Primer 配列と増幅産物の大きさ 
 
3-4. Skeltal analysis 





3-5. HEK293T 細胞の培養 
ヒト小児腎癌由来細胞 HEK293T 細胞は、独立行政法人理化学研究所、脳科学総合研究
センター（現・上海科技大学）の御子柴克彦チームリーダーより御供与いただいた。
HEK293T 細胞は Dulbecco's modified Eagle's medium（DMEM）に 10%（v/v）Fetal bovine 
serum（FBS； Corning）、50 μg/mL Penicillin および 50 Units/mL Streptomycin（ナカライ
テスク）を添加したもの（DMEM+）を用いて、37˚C、5 % CO2存在下で培養した。 
 
3-6. 遺伝子導入 
 10 cm dish に対し 80 ~ 100%コンフルエントの HEK293T 細胞に DNA 15 μg/dish と DNA 
1 μg あたり 2 μL の Polyethyleneimine "Max"（Polysciences；1 mg/mL）を Opti-MEM（Thermo 
Fisher Scientific）中で混合し、室温で 20 分間インキュベートした。次に、Opti-MEM に
Primer Sequence Amplification size
ADAMTS3KO-F-01 5’- CCATAGTACAACAGAGAGAACGAG -3’ Wild type: 603 bp
ADAMTS3KO-WR-01 5’- GAAATCTATCCTTGAGCTAGAGC -3’ Mutant: 603 bp
ADAMTS3KO-MR-01 5’- CGGGTTCTTCTGTTAGTCCCAAC -3’ Flox: 651 bp
Cre-F 5’- GTGAGTGCATGTGCCAGGCTT -3’ Wild type: 163 bp
Cre-WR 5’- TCCTTGGCCACCAAGGACTCT -3’ Cre: 350 bp
Cre-Cre2 5’- TCCGGTTATTCAACTTGCACCATGC -3’ 
PDKI-WT-21 5’- CCCTAATAGAACTTCTATGAGAAGCCA -3’ Wild type: 347 bp
PADV-KI-93 5’- CCCTAATAGAACTTCTATGAGAAGGACGT -3’ PADV: 349 bp
PDKI-Rev-24 5’- CCTTACCAATAGAGCTGAAAGGCTTC -3’ 
Reelin New Forward 1 5’- GCTTATGTCTTGAGCACCCTTGAC -3’ Wild type: 248 bp
Reelin New WT-Rev 2 5’- CTCTCTTATTGTCTCTACTTTATGG -3’ Mutant: 379 bp
Reelin New Mut-Rev 4 5’- CTTGCATTAATGTGCAGTGTTGTC -3’ 
dab1-570 5’- GCCCTTCAGCATCACCATGCT -3’ Wild type: 787 bp
dab1-737 5’- AAAGAGATCTCTCAAGTCCAGG -3’ Mutant: 598 bp










Table 2. 各種遺伝子改変マウスの遺伝子型判定に使用した PCR 反応条件 
94°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C 30 sec
94°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C 30 sec 94°C 15 sec 94°C 15 sec
54°C 20 sec 36 cycle 60°C 30 sec 30 cycle 64°C 30 sec 33 cycle 53°C 15 sec 32 cycle 60°C 20 sec 32 cycle
72°C 15 sec 72°C 30 sec 72°C 30 sec 72°C 20 sec 72°C 45 sec
72°C 30 sec 72°C 30 sec 72°C 30 sec 72°C 30 sec 72°C 30 sec





培地交換した HEK293T 細胞に添加した。添加から 5 時間後、Neurobasal medium（Thermo 
Fisher Scientific）に培地交換し、37˚C、5% CO2存在下で 48 時間培養した。培養上清は
クリーンベンチ内で無菌チューブに回収し、2,380 xg、5 分遠心後、上清を別の無菌チュ
ーブに回収した。回収した上清は、2% B27 supplement（Thermo Fisher Scientific）、50 μg/mL 
Penicillin および 50 U/mL Streptomycin（ナカライテスク）、1% Glutamax（Thermo Fisher 
Scientific）となるように各種試薬を加え、4˚C で保存した。プラスミドベクターを遺伝
子導入した細胞の培養上清を Control/Mock として以降の実験に用いた。 
 
3-7. オリゴデンドロサイト前駆細胞の培養 
3-7-1. 使用した buffer 
Stock Solution: 0.02%（w/v）BSA, 27.8 mM D-(+)-Glucose, 1.65 mM L-Cysteine in PBS 
Stock solution にパパイン（Worthington）を final 16.5 µgP/mL となるように溶解させた
液をパパイン液として使用した。 
3-7-2. 実験方法 
イソフルランで麻酔した生後 2 日齢（P2）または P3 の Wistar ST ラット、P2 から P4
のマウスを断頭し、DMEM で 4 回洗浄後、クリーンベンチ内で実体顕微鏡下、大脳皮
質を摘出した。摘出した大脳皮質は、パパイン液中で 37˚C、10-20 分間インキュベート
した。アスピレーターでパパイン液を除き、DMEM+を加え、反応を停止した。静置に
より大脳皮質を沈殿させ、アスピレーターにより上清を取り除いた。DMEM+を 1 mL 加
え、ピペッティングにより細胞を完全に分散させた。その後、DMEM+を 12 mL 加え、
190 xg で 3 分間遠心した。遠心後、アスピレーターで上清を除き、ペレットを DMEM+
に懸濁した。細胞懸濁液は、12 mL/フラスコで 75 cm2フラスコ（Corning）に播種した
（Wistar ST ラットは 2.5 匹/フラスコ、マウスは 3-5 匹/フラスコ）。培養は 37˚C、5% CO2
存在下で行った。また、48-72 時間ごとに培地の半量を新鮮な培地と交換した。グリア
細胞が 100%コンフルエントとなる培養 9 日から 12 日目に、orbital shaker 上でフラスコ
を 37˚C、100 rpm で 30 分間振盪した。振盪により浮遊したミクログリアを含む上清を
アスピレーターで除き、DMEM+を 5 mL/フラスコで加え、orbital shaker 上で 37˚C、100 
rpm で一晩振盪した。上清を 10 cm dish に移し、37˚C、5% CO2存在下で 1 時間培養し
てアストロサイトやミクログリアを dish に接着させたあと、上清を 50 mL tube に回収
し、190 xg で 5 分間遠心した。遠心後、アスピレーターで上清を除き、ペレットを 2% 
B27 supplement（Thermo Fisher Scientific）、50 µg/mLpenicillin、50 Units/mL streptomycin
（ナカライテスク）、1% Glutamax （Thermo Fisher Scientific）含有の Neurobasal Medium
（Thermo Fisher Scientific）に懸濁後、生細胞数を Trypan blue stain（Thermo Fisher Scientific）
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を用いて計測した。細胞播種の前日から 0.005% Poly-L-Lysine（PLL；Merck Millipore）
で一晩コートし、翌日に滅菌水を用いて 4 回洗浄後、乾燥させたガラスまたはウェルに
オリゴデンドロサイト前駆細胞（OPCs）を播種した。免疫沈降実験には、OPCs を 2.7 
x 105 cells/cm2で PLL コートした 12 well dish に播種し、37˚C、5% CO2、10 ng/µL platelet-
derived growth factor （PDGF；フナコシ）と 10 ng/µL fibroblast growth factor 2 （FGF2；
フナコシ）存在下で培養した。細胞がコンフルエントになる培養 2 日目または 3 日目に
control または Reelin 含有培地を加え、37˚C、5% CO2 存在下で 20 分間培養した。
Proliferation Assayには、OPCs を 1.5 x 103 cells/cm2で PLL コートした丸ガラスに播種し、
37˚C、5% CO2、10 ng/µL PDGF、10 ng/µL FGF2 存在下で培養した。培養 2 日目に control
または Reelin 含有培地を加え、37˚C、5% CO2存在下で 24 時間培養した。培養終了 5 時
間前に、BrdU を終濃度 10 µM となるように添加した。qRT-PCR には、OPCs を 2.7 x 105 
cells/cm2で PLL コートした 12 well dish に播種し、37˚C、5% CO2、10 ng/µL PDGF、10 
ng/µL FGF2 存在下で培養した。細胞が 80〜90%コンフルエントになる培養 2 日目また
は 3 日目に control または Reelin 含有培地を加え、37˚C、5% CO2存在下で 24 時間培養
した。Boyden chamber assay には、OPCs を PLL コートした 24 well Boyden chamber イン
サートの polyethylene terephthalate filters（8 µm pore）上に 300 µL の液量で播種（ラット
OPCs：1 x 105 cells for rat OPCs、マウス OPCs：2 x 104 cells）した。Lower well には、10 
µM（終濃度）の AraC を含有した control または Reelin 含有培地を 750 µL 添加した状
態で 37˚C、5% CO2存在下で培養した。播種から 10 分後にインサートの medium の半量
を control または Reelin 含有培地に交換し、37˚C、5% CO2存在下で 24 時間培養した。 
 
3-8. 免疫沈降法 
3-8-1. 使用した buffer 
PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4 
Lysis Buffer: 20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton X-100,  
0.1% H2O2, 0.05% sodium dodecyl sulfate, and 5 mM Na3VO4 
2xSDS-PAGE sample buffer: 125 mM Tris-HCl pH 6.8 (Nacalai tesque), 20% (v/v)  
Glycerol, 0.1% (w/v) Bromo phenol blue, 4% (w/v)  
Sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% (v/v) 2-mercaptoethanol 
3-8-2. 実験方法 
OPCs の培地を取り除き、PBS で 2 回洗浄後、500 µL の Lysis Buffer を加え、氷上で 10
分間静置した。その後、細胞溶解液を 1.5 mL チューブに回収し、15,300 xg、4˚C、10 分
間遠心して上清を回収した。回収した上清にラット抗 Dab1 抗体（D355-3 と D354-3 を
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それぞれ 2 µg/mL ずつ）と 50% Protein G Sepharose 4 Fast Flow（GE Healthcare）slurry を
加え、4˚C で 3 時間反応させた。その後、3,300 xg、4˚C で 1 分間遠心し、上清をアスピ
レーターで除いた。その後、Lysis Buffer で 3 回洗浄し、30 µL の 2xSDS-PAGE sample 
buffer を加えてサンプルとした。 
 
3-9. Western Blotting (WB) 法 
3-9-1. 使用した buffer 
4xSDS-PAGE sample buffer: 250 mM Tris-HCl pH 6.8 (Nacalai tesque), 40% (v/v) 
 Glycerol, 0.2% (w/v) Bromo phenol blue, 8% (w/v)  
Sodium dodecyl sulfate (SDS), 20% (v/v) 2-mercaptoethanol 
SDS-PAGE electrode buffer: 2.5 mM Tris, 19.2 mM Glycine, 0.01% (w/v) SDS 
Transfer buffer: 47.9 mM Tris, 39.3 mM Glycine, 20% Methanol, 0.001% (w/v) SDS 
TBS-T: 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl,  
0.05% Polyoxyethylene (20)-Sorbitan Monolaurate (Tween-20) 
3-9-2. 実験方法 
 解析するサンプルと 4xSDS-PAGE sample buffer を 3:1 で混合した。サンプルを SDS-
ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し、セミドライ式転写機（Trans-blot SD cell, 
Bio-Rad）を用いて PVDF 膜（Merck Millipore）に転写した。転写後、PVDF 膜を 3%ス
キムミルク（雪印メグミルク）または 5% Bovine Serum Albumin（BSA；ナカライテス
ク）in TBS-T で 30 分間ブロッキングした。その後、PVDF 膜と一次抗体を含む 3%スキ
ムミルクまたは 5% BSA in TBS-T を 4˚C で一晩反応させた。反応後、TBS-T で 5 分間洗
浄することを 5 回繰り返した。次に、PVDF 膜と HRP 標識された二次抗体を含む 3%ス
キムミルクまたは 5% BSA in TBS-T を室温で 1 時間反応させた。反応後、TBS-T で 5 分
間洗浄することを 5 回繰り返し、Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
（Merck Millipore）または ECL Select Western Blotting Detection Reagent（GE Healthcare）
を用いて可視化し、LAS 4000 mini（富士フィルム）を用いて検出した。 
3-9-3. 定量方法 





3-10. RNA in situ hybridization、組織免疫染色法、ニッスル染色法 
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3-10-1. 切片の作製 
 胎仔は断頭後、脳を摘出し、4% Paraformaldehyde（PFA）in PBS で 4˚C、4 時間固定し
た。生後のマウスは 4% PFA in PBS で灌流固定後、脳を摘出し、4% PFA in PBS で 4˚C、
一晩固定した。固定した脳は、20% Sucrose in PBS、30% Sucrose in PBS の順に 4˚C で一
晩浸した。続いて、脳を 75% Tissue-Tek O.C.T. Compound（Sakura Finetek）in 30%スクロ
ース中に沈め、ドライアイス上で包埋した。次に、cryostat（CM 1850; Leica Microsystems）
を用いて 14 µm の切片を作製し、MAS コート付きスライドガラス（松浪硝子工業）に
貼付後、室温で乾燥させた。 
 
3-10-2. RNA in situ hybridization 
3-10-2-1. 使用した buffer 
 以下の試薬は、DEPC 処理水（0.01% Diethyl Pyrocarbonate（ナカライテスク）処理済
みの Milli-Q）を用いて調製した。 
PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4 
50xDenhardt’ s solution: 1% BSA (ナカライテスク), 1% Polyvinylpyrolidone K30, 1% Ficoll  
PM 400 (Sigma-Aldrich) 
20xSSC: 3 M NaCl, 0.3 M trisodium citrate dehydrate 
Prehybridization Buffer: 50% Formamide (ナカライテスク), 2xSSC, 50 μg/mL yeast 
 RNA, 1xDenhardt’ s solution, 10 mM EDTA pH 8.0,  
50 μg/mL tRNA (Roche)、0.01% Tween-20 
Hybridization Buffer: 50% Formamide (ナカライテスク), 2xSSC, 50 μg/mL yeast RNA,  
1xDenhardt’ s solution, 10 mM EDTA pH 8.0, 50 μg/mL tRNA  
(Roche), 0.01% Tween-20, 5% Dextran sulfate sodium salt  
(Sigma-Aldrich) 
Wash Buffer 1: 50% Formamide, 5xSSC, 1% SDS 
Wash Buffer 2: 50% Formamide, 2xSSC 
RNase buffer: 50 mM NaCl, 10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.01% Tween-20 
TBS-T: 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20 
Wash Buffer 3: 2xSSC, 1% SDS 
NTMT: 100 mM NaCl, 100 mM Tris pH 9.5, 50 mM MgCl2, 1% Tween20 
発色液: 0.17 mg/mL 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate, 0.33 mg/mL nitro blue-tetrazolium 
in NTMT buffer 
反応停止液: 5 mM EDTA pH 8.0 in PBS 
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3-10-2-2. プローブ合成用プラスミド 
鋳型として、リーリン cDNA の 283 番目から 1,028 番目の、ADAMTS-3 はマウス
ADAMTS-3 cDNA（Kazusa DNA Research institute）の 1,281 番目から 2,036 番目の塩基を
pBluescript II SK（-）（Agilent Technologies）にサブクローニングした。 
3-10-2-3. 実験方法 
【DIG-RNA プローブの合成】 
 制限酵素処理により直線化したプラスミド DNA をフェノール/クロロホルム処理お
よびエタノール沈殿を行い、Milli-Q に溶解した。これらの DNA 1 μg をテンプレートと
し、Transcription Optimized 5xBUFFER（Promega）、Ribonuclease inhibitor, recombinant
（TOYOBO）、DIG RNA Labeling Mix, 10x conc.（Roche）、100 mM dithiothreitol（DTT； 
Promega）、T3 RNA polymerase または T7 RNA polymerase（Promega）を加えて、37˚C で
2 時間反応後、0.5 M EDTA 1 μL を添加し反応を停止させた。合成したプローブは Pure 
link Quick PCR Purification Kit（Life technologies）を用いて精製し、最終濃度 10 ng/μL に
調製した。 
【Hybridization】 
 脳切片を以下の順で各溶液に浸漬した（① PBS：5 分、② 4% PFA in PBS：15 分、③ 
PBS：5 分、④ 1 μg/mL Proteinase K（Roche）in PBS：5 分、⑤ 2 mg/mL Glycine in PBS：
5 分、⑥ PBS：5 分、⑦ 4% PFA in PBS：15 分、⑧ 0.25% acetic anhydride in 0.1 M 
triethanolamin：10 分、⑨ PBS：5 分）。次に、Prehybridyzation Buffer を切片上に滴下し
55˚C で 1 時間インキュベート後、65˚C で熱変性させた DIG-RNA プローブ（1 ng/µL）
を滴下し、55˚C で一晩反応させた。翌日、55˚C に温めた以下の溶液で切片を洗浄した
（① Wash Buffer 1：20 分 x2 回、② Wash Buffer 2：20 分 x 2 回）。次に、室温で RNase 
buffer に 10 分、10 μg/mL RNaseA in RNase buffer に 1 時間、RNase buffer に 10 分浸し
た。その後、TBST で 3 回洗浄後、5% BSA/0.1% Goat serum in TBS-T で 1 時間ブロッキ
ングした。2% BSA in TBS-T で希釈した Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments（1:1000）と
4˚C で一晩反応させた。TBS-T で 3 回洗浄後、NTMT に 5 分、3 回浸漬し、発色液に交
換した。室温遮光条件下で反応後、反応停止液に 15 分間浸した。Milli-Q で 3 回洗浄し、







3-10-3-1. 使用した buffer 
PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4 
10 mM sodium citrate pH 6.0: 10 mM Citric acid monohydrate 
TBS-T: 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20 
PBS-T: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4, 0.05% Tween-20 
3-10-3-2. 実験方法 
脳切片をPBSで5分間洗浄し、10 mM Sodium Citrate pH 6.0中で105˚C、5分間加熱処理す
ることで抗原賦活化した。放冷後、TBS-Tで5分間、2回洗浄し、2% BSA in TBS-Tを用い
て室温で1時間ブロッキングした。そして、一次抗体を含む2% BSA in TBS-Tと4˚Cで一
晩反応させ、TBS-Tで4回洗浄した。蛍光標識二次抗体および2 μg/mL Hoechst 33342
（Thermo Fisher Scientific）を含む2% BSA in TBS-Tと室温で1時間反応させた。TBS-Tで
4回洗浄した後、Fluorescence Mounting Medium（Dako）を用いてスライドガラスに封入
した。作製したサンプルは、BIOREVO BZ-9000またはBZ-X710（キーエンス）を用いて










3-11-1. 使用した buffer 
Golgi-Cox Solution A液: 3.39 mM Potassium dichromate, 3.68 mM Mercury chloride 




て、30% Sucrose in PBSに4˚Cで7日間浸した。2%低融点アガロースゲルに脳を包埋し、






びSecondary dendriteの長さはImageJ（National Institutes of Health）を用いて測定した。定





3-12-1. 使用した buffer 
PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4 
PBS-T: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4, 8.1 mM Na2HPO4, 0.05% Tween-20 
3-12-2. 実験方法 
 培養OPCsをPBSで洗浄後、4% formaldehyde in PBSで細胞を10分間固定した。PBS-Tで
3回洗浄したあと、2% BSA in PBSで30分間ブロッキングした。その後、一次抗体を含む
2% BSA in PBSと4˚C、一晩反応させ、PBS-Tで5回洗浄した。次に蛍光標識二次抗体およ







3-13. リアルタイム PCR（qRT-PCR）法 
【total RNA 抽出】 
E15.5 の Adamts-3–/–マウス、RelnDV/DVマウス、および各々のコントロールマウスの大脳
皮質から total RNA を抽出するために、TRIzol（Thermo Fisher Scientific）を用いた。摘
出した組織に 800 µL の TRIzol を加え、25G（テルモ）ニードルで組織を破砕した。室
温で 5 分間静置した後、160 μL の Chloroform を加え、15 秒間、激しく転倒混和した。
室温で 3 分間静置した後、12,000 xg、4˚C で 15 分間遠心した。上層から 400 μL を回収
し、400 μL の 2-propanol を加え、転倒混和後、室温で 10 分間静置した。次に、12,000 
xg、4˚C で 15 分間遠心し、アスピレーターで上清を除いた。ペレットに 75% Ethanol を
1 mL 加えた後、7,500 xg、4˚C で 5 分間遠心し、アスピレーターで上清を除いた。この
操作を 2 回繰り返した。ペレットを風乾した後、30 μL の RNase-free water を加え、55˚C
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で 10 分間加熱処理することで total RNA を得た。培養 OPCs から total RNA を抽出する
際には、500 µL の TRIzol（Thermo Fisher Scientific）をウェルに加え、ピペッティングに
より 1.5 mL tube へ回収した。室温で 5 分間静置した後、100 μL の Chloroform を加え、
15 秒間、激しく転倒混和した。室温で 3 分間静置した後、12,000 xg、4˚C で 15 分間遠




 組織は 500 ng、培養 OPCs は 300 ng の total RNA、1 μL の 500 μg/mL Random Primers
（Promega）および 4 μL の 2.5 mM dNTP（タカラバイオ）を含む混合液（RNase-free water
で計 10 μL に合わせる）を 65˚C、5 分間加熱処理した。その後、氷上で 1 分氷冷した。
その後、10 μL の cDNA 合成ミックス（4 μL の 5xRT buffer（Thermo Fisher Scientific）、
1 μL の 0.1 M DTT（Thermo Fisher Scientific）、1 μL の 40 U/μL Recombinant RNase Inhibitor
（Takara Bio）、1 μL の 200 U/μL Superscript™ III RT（Thermo Fisher Scientific）、RNase-
free water 3 µL）を混合した。50˚C で 50 分間、加熱処理を行った後、70˚C で 15 分間、
加熱処理を行うことで cDNA を合成した。 
 
【qRT-PCR】 
上記で得た cDNA を鋳型として、KAPA SYBR® FAST qPCR Kit（日本ジェネティクス）
を用いて qRT-PCR を行い、Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System（Thermo Fisher 
Scientific）または StepOnePlus（Thermo Fisher Scientific）により解析した。95˚C で 3 分
を 1 サイクル、95˚C で 10 秒、60˚C で 30 秒を 40 サイクルで増幅反応を行なった。各種
遺伝子の発現量を、リファレンス遺伝子の β-Actin の定量値で標準化し、検量線法によ




統計データは全て、mean ±SEM で表記した。異なる 3 群間を検定する場合には Tukey-
Kramer multiple comparison test を用いた。異なる 2 群間を検定する場合には One sample 
t-test または Student’s t-test を用いた。統計解析には Microsoft Excel、および Prism
















4-1-1. ADAMTS-3 はリーリンの標的である神経細胞に発現する 
 これまで、ADAMTS-3の脳における詳細な発現時期および部位は知られていなかった。































4-1-2. ADAMTS-3 KO マウスは骨形成異常を示し、生後すぐに死亡する 















要な酵素であることが既に報告されており（Fernandes et al., 2001; Bekhouche et al., 2016）、
骨格筋の成熟に必須であるとされている。また、Procollagen IIの遺伝子（Col2a1）のホ
モ欠損マウスは生後にその生存が確認できないこと、骨格形成不全を示すことが報告さ







































Figure 7. Adamts3–/–マウスの胎生期の海馬と小脳では、リーリン N-t 切断産物、Dab1 量に差はない。 
A, B.  E18.5 の Adamts3+/+（+/+）、Adamts3+/–（+/–）、Adamts3–/–（–/–）マウスの海馬（A）、小脳（B）に
おけるリーリン（top）、Dab1（middle）、β-actin（bottom）を WB により比較した。Mass/kDa は WB
結果の左側に示した。 
C, D.  E18.5 の海馬（C、n=4）、小脳（D、n=3）における、全長リーリン（FL）および切断産物（NR6, 
NR2）量の定量。グラフは mean ± SEM で表し、Tukey’s Multiple Comparison test で検定した。*p < 
0.05。 
E, F.  E18.5 の海馬（E、n=4）、小脳（F、n=3）における、Dab1 量の定量。グラフは mean ± SEM で表
し、Tukey’s Multiple Comparison test で検定した。 
←（Figure legend continued） 
A, B. Adamts3+/+（+/+）、Adamts3+/–（+/–）、Adamts3–/–（–/–）マウスの E15.5（A）、E18.5（B）大脳皮質
におけるリーリン（top）、Dab1（middle）、β-actin（bottom）を WB により比較した。 Mass/kDa は
WB 結果の左側に示した。 
C, D. E15.5（C、n=6）、E18.5（D、n=5）における、全長リーリン（FL）、および、切断産物（NR6、NR2）
量の定量。グラフは mean ± SEM で表し、Tukey’s Multiple Comparison test で検定した。*p < 0.05、
**p < 0.01、***p < 0.001。 
E, F. E15.5（E、n=6）、E18.5（F、n=5）における、Dab1 量の定量。 
G-J.  E18.5 の Adamts3+/+（+/+）、Adamts3–/–（–/–）マウスの大脳皮質におけるリン酸化 Tau（AT8 
(Ser202/Thr205); G、AT180 (Thr231); H）、総 Tau（Tau5、I）、Dab1、β-actin（J）を WB により比較
した。 Mass/kDa は WB 結果の左側に示した。 
K-N. リン酸化 Tau 量の定量。グラフは mean ± SEM で表し、One sample t-test で検定した（n=3）。 
**p < 0.01。 
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ADAMTS-3を発現しないAdamts3flox/flox; + / Emx1-Creマウスを作製した。データは示さないが、
このマウスは外見上問題なく成長する。ISHより、Adamts3flox/flox; + / Emx1-Creマウスの大脳皮
質および海馬ではADAMTS-3がほとんど検出されないこと（Fig. 8D、赤角括弧）、一方、
抑制性神経細胞である小脳プルキンエ細胞ではADAMTS-3の発現が確認されること（Fig. 




4-1-5. 生後大脳皮質および海馬において ADAMTS-3 はリーリンを切断してその機能を
低下させる 
 Adamts3flox/flox; + / Emx1-Creマウスの大脳皮質では、P7、P28ともに、リーリンNR2量が有意
に減少した（Fig. 8G, I, K, O）。また、Adamts3flox/flox; + / Emx1-Creマウスの海馬においてもP7、
P28ともにリーリンNR2量が有意に減少した（Fig. 8H, J, M, Q）。Dab1量についても、
Adamts3flox/flox; + / Emx1-CreマウスのP7の大脳皮質・海馬、P28の海馬で有意に減少したことか
ら（Fig. 8G-J, L, N, R）、ADAMTS-3は生後大脳皮質、海馬においてもリーリンN-t切断に
寄与し、リーリン機能を低下させることが明らかとなった。一方で、胎生期に観察され



















←（Figure legend continued） 
A. 条件特異的 ADAMTS-3 欠損（Adamts3flox;Emx1-Cre）マウスの targeted alleles。Adamts3+/–マウスと Flippase
マウスを交配し、ADAMTS-3flox マウスを得た（ADAMTS-3 を発現する）。さらに、このマウスを
Emx1-CreΔ neo マウスと交配し、前脳興奮性神経細胞でのみ ADAMTS-3 を発現しない 
Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウスを得た。 
B-E. Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウス（flox/flox；Emx1-Cre）における ADAMTS-3 の発現を調べた。
Adamts3flox/floxマウス（flox/flox、B、C）、Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウス（D、E）の P7 切片を用いて
ISH を行なった。Scale bars：1 mm。 
F-J Adamts3flox/floxマウス（fl/fl）と Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウス（fl/fl；Cre）の E14.5（F）、P7（G、H）、
P28（I、J）の大脳皮質（F、G、I）、海馬（H、J）における全長リーリン（FL）、および、切断産
物（NR6、NR2）量を WB により比較した。Mass/kDa は WB 結果の左側に示した。 
K-R. P7 の大脳皮質（K、L）、海馬（M、N）、P28 の大脳皮質（O、P）、海馬（Q、R）における全長リ
ーリンと N-t 切断産物（K、M、O、Q）および Dab1（L、N、P、R）の定量。グラフは mean ± SEM
で表し、One sample t-test で検定した。*p < 0.05、**p < 0.01、***p < 0.001。 
S. E18.5 の Adamts3+/+（+/+）、Adamts3–/–（–/–）マウスおよび P7 の Adamts3flox/flox マウス（fl/fl）、
Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウス（fl/fl；Cre）の大脳皮質におけるリン酸化 Tau（AT8（Ser202/Thr205））、
総 Tau（Tau5）、Dab1、β-actin を WB により比較した。 
T, U. P7 の大脳皮質におけるリン酸化 Tau 量の定量。グラフは mean ± SEM で表し、One sample t-test で
検定した。 
 
Figure 9. ADAMTS-3 欠損マウスの脳構造は概ね正常に形成される。 
A-D. E16.5 の Adamts3+/+（+/+）および Adamts3–/–（–/–）マウスのコロナル切片について、リーリン（A）、
Dab1（B）、Ctip2/Tbr1（C）、Brn1（D）抗体を用いて免疫染色を行なった。Scale bars：100 µm。 
E, F. P7 の Adamts3flox/flox（fl/fl、E）、Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウス（fl/fl；Cre、F）のコロナル切片を用
いてニッスル染色を行なった。Scale bar：300 µm。 
G-J. P7 の Adamts3flox/flox 、Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウスのコロナル切片について、リーリン（G）、Dab1





ンの機能制御機構であること、（2）小脳では、N-t 切断は Dab1 を介したリーリン機能
に影響を与えないことが明らかとなった。さらに、当研究室の奥川英介修士の結果より、















 本研究より、N-t 切断がリーリンの機能制御機構であること、ADAMTS-3 が大脳皮質
と海馬でリーリンを切断して不活化する分子であることを示した。 
 
 これまで当研究室では、in vitro において、N-t 切断がリーリンの不活化機構であるこ
とを見いだし（Kohno et al., 2009; Koie et al., 2014）、N-t 切断を担う酵素の同定を長年試
みてきた。そして、初代神経細胞の培養上清中に存在する N-t 切断酵素を、リーリン N-
t 切断活性を指標に部分精製することで、ADAMTS-3 を同定した（Ogino et al., 2017）。
ADAMTS family は 19 の分泌型亜鉛要求性メタロプロテアーゼから構成され、prodomain、
metalloproteinase domain、a disintegrin-like domain、thrombospondin type 1 motif といった
特徴的な構造を有する（Apte et al., 2009; Dubail et al., 2015）。ADAMTS-3 はアミノ酸配
列 Pro-Gly または Pro-Ala 間を切断する（Bekhouche et al., 2016）ことが知られており、
リーリン N-t 切断 site が Pro-Ala 間である（Koie et al., 2014）ことから、ADAMTS-3 が
N-t 切断を担う可能性を強く示唆した。先行研究より、ADAMTS-3 がリーリン N-t 切断
活性を有すること、さらに当研究室が作製したリーリン N-t 切断 site の Pro 残基を Asp
残基に置換した PD リーリン（非切断型リーリン；Koie et al., 2014）を ADAMTS-3 が切
断できないことから、ADAMTS-3 を in vivo におけるリーリン N-t 切断酵素の有力な候
補として、ADAMTS-3 欠損マウスの詳細な解析を開始した。 
 




する（Fig. 4D）のに対して ADAMTS-3 mRNA は主に 6 層神経細胞マーカーである Tbr1





 ADAMTS-3 の基質としては、procollagen II や pro-vascular endothelial cell growth factor-






VEGF-C の活性調節不全が原因でリンパ管異常がみられる（Janssen et al., 2016; Bui et al., 
2016）ことも報告されている。ADAMTS-３のリーリン以外の基質への影響がこのマウ
スの致死性を引き起こしている可能性が高い。ICR バックグラウンドでは、生後の生存
が確認されるマウスのうち 10%弱の Adamts3–/–マウスは、頭部の骨格異常は示す（Fig. 
5D）ものの、問題なく成長する。さらに、当研究室で作製された薬剤誘導型 ADAMTS-
3 欠損マウスの解析結果より、成体で ADAMTS-3 を欠損させてもマウスの生存に影響




 Adamts3–/–マウスの胎生期大脳皮質、および Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウスの生後大脳
皮質と海馬におけるリーリン N-t 切断産物量は、コントロールマウスに比べて顕著に減
少した（Fig. 6, 8）。しかし、リーリン N-t 切断産物は完全には消失しないこと、月齢を
重ねるごとに切断産物量が増加することから、特に成体脳では、他の酵素もリーリン N-
t 切断に寄与することが示唆された。当研究室では、成体脳で ADAMTS-2 もリーリン
N-t 切断とリーリンの不活化に寄与することを明らかにしている（Yamakage et al., 
2019b）。さらに、in vitro において N-t 切断能を有する酵素として報告されている
ADAMTS-4（Hisanaga et al., 2012; Krstic et al., 2012）や ADAMTS-5（Krstic et al., 2012）
が成体脳でリーリン N-t 切断を担う可能性も考えられる。リーリンは細胞内でも N-t 切
断を受けるが（Koie et al., 2014）、Adamts3–/–マウスの初代神経細胞培養上清にはリーリ
ン N-t 切断活性がないことから、細胞内におけるリーリン N-t 切断酵素は ADAMTS-3




顕著に抑制され Dab1 量が減少したことから、N-t 切断がリーリンの機能制御機構であ
ることが証明された（Fig. 12, 13）。しかしながら、RelnDV/DVマウスでも N-t 切断産物が
わずかに産生されていることから（Fig. 12A-B, 13A-D）、N-t 切断の阻害には、1,244 番目
の Ala 残基と 1,245 番目の Pro 残基の変異だけでは十分ではない可能性、N-t 部位付近
の他の部位でも切断が起こっている可能性が考えられる。特に小脳では、大脳皮質や海
 44
馬に比べて産生された N-t 切断産物量が多く見られたことから（Fig. 12A-B, 13A-D）、そ
れら可能性の寄与するところが他の部位に比べて大きいと考えられる。 




et al., 2004; Utsunomiya-Tate et al., 2000）。N-t 切断により、この多量体形成が阻害され、
リーリンによる Dab1 のリン酸化が著しく低下する可能性がある。In vitro においては、
N-t 切断を受けた切断産物には Dab1 リン酸化能がないことが報告されている（Kohno et 
al., 2009）が、in vivo において切断産物に機能があるかはあまり理解されていない。 
 RelnDV/DVマウスの小脳では、コントロールマウスに比べて胎生期から成体期までリー
リン N-t 切断が顕著に抑制されるのにも関わらず、Dab1 量に有意差が見られなかった
（Fig. 12, 13）。このことから、小脳ではリーリン N-t 切断以外の機構、他のシグナル分
子またはシグナル経路が Dab1 量を制御している可能性が考えられる。Dab1 は、APP




















 リーリン N-t 切断の生理的意義についてはこれまで多くの研究者が解明を目指し、大
きく２つの説を提唱していた。一方は、N-t 切断によってリーリンが不活化される
（Kohno et al., 2009; Koie et al., 2014）という説、他方は、N-t 切断がリーリンの脳内での
拡散と機能発揮に必須であり、N-t 切断を阻害すると脳構造が破綻する（Jossin et al., 
2007; Tinnes et al., 2013）という説であった。本研究より、ADAMTS-3 欠損マウスや
RelnDV/DVマウスの大脳皮質構造は概ね正常に形成される（Fig. 9）ことから、リーリン N-
t 切断は大脳皮質の構造形成には必須ではないことが示唆された。しかし、ADAMTS-3




挙げられる（Niu et al., 2004; Jossin et al., 2007; Matsuki et al., 2010; O'Dell et al., 2015）。本
研究より、リーリン N-t 切断は、少なくとも大脳皮質の深層神経細胞の樹状突起形成を




御する（Chameau et al., 2009）との報告も存在することから、Adamts3flox/flox; + / Emx1-Cre マウ




することで、さらなるリーリン N-t 切断の生理的意義が明らかになると期待される。 
 
 当研究室では、薬剤誘導型 ADAMTS-3 欠損マウスや RelnDV/DVマウスをアルツハイマ
ー病モデルマウスと交配し解析することで、リーリン N-t 切断の抑制がアルツハイマー
病モデルマウスの大脳皮質における野生型 Aβの沈着を抑制または遅延できることを示
した（Yamakage et al., 2019a; Yamakage et al., in preparation）。今後さらに、神経疾患に対

















5-1-2. リーリンは受容体への結合と Dab1 依存的に OPCs の増殖を抑制する 
 まず、リーリンが OPCs の発達に影響を与えるかを調べるため、新生仔のラット、野
生型（WT）マウス、および Dab1 変異（Dab1yot/yot）マウス大脳皮質由来の初代培養 OPCs
を用いて実験を行なった。培養した細胞の約 95%が、OPCs マーカーである platelet 
derived growth factor receptor alpha（PDGFRα）と OL 系譜マーカーである Olig2 陽性細胞
であることから（Fig. 14A）、高純度で OPCs の培養を行えていることを確認した。培養
OPCs では VLDLR と ApoER2 の発現が確認された（Fig. 14B）。また、WT リーリンをラ
ット由来の OPCs に添加し培養すると、OPCs に結合したリーリンが観察された（Fig. 
14C）。一方で、受容体に結合しない変異体リーリン（KA2リーリン）（Yasui et al., 2007）
を用いた際は、OPCs に結合したリーリンは観察されなかった（Fig. 14C）。以上の結果
から、神経細胞と同様に（D’Arcangelo et al., 1999; Jossin et al., 2007; Koie et al., 2014）、
リーリンは OPCs に発現するリーリン受容体に結合することが示唆された。 
 
Figure 14. OPCs はリーリンシグナル分子を発現し、OPCs へのリーリン刺激により Dab1 のリン酸化が
誘導される。 
A. ラット、WT マウス、および Dab1yot/yot マウス由来の培養 OPCs について、PDGFRα、Olig2 抗体を
用いて免疫染色を行なった。核は Hoechst 33342 を用いて染色した。Scale bar：50 µm。 
B. ラット由来 OPCs を VLDLR と ApoER2 抗体を用いて免疫染色を行なった。核は Hoechst 33342 を
用いて染色した。Scale bar：50 µm。 
C. ラット由来 OPCs にコントロール、WT リーリンまたは KA2 リーリンを添加し、6 時間培養後、リ
ーリン抗体を用いて免疫染色を行なった。核は Hoechst 33342 を用いて染色した。Scale bar：50 µm。 
D. Reln–/–マウス由来 OPCs にコントロール（Ctrl）または WT リーリン（Rln）を添加し、20 分間培養
後、細胞ライセートを作製し Dab1 抗体を用いて免疫沈降を行なった。その後、WB によりリン酸
化 Dab1 と Dab1 量を比較した。Mass/kDa は WB 結果の左側に示した。 




5-1-3. リーリンは in vitro において OPCs の移動を Dab1 依存的に制御する 
 脳の発生期において、リーリンは神経細胞の正常な移動に必須である（Hirota and 
Nakajima, 2017）。リーリンが OPCs の移動に影響を与えるかを調べるため、Boyden 
chamber を用いた Migration assay を行なった（Fig. 16）。ラット由来の OPCs を PLL コー
トしたインサートのフィルター上に播種し、インサート（Upper）とチャンバー（Lower）
に Mock または WT リーリンを添加して培養した（Fig. 16A）。培養開始から 24 時間後、
フィルターに存在する 8 µm のポアを通り抜けてチャンバー側に移動した OPCs を、抗
Olig2 抗体と抗 PDGFRα 抗体を用いて染色し（Fig. 16B）、Olig2+PDGFRα+細胞数をカウ
ントした（Fig. 16C）。結果、リーリンを添加していない群に比べて、インサートにリー





忌避的に働くことが示唆された。続いて、リーリンが Dab1 依存的に OPCs の移動を制
御するかを検討するため、WT マウスと Dab1yot/yotマウス由来 OPCs を用いて同様の実験
を行なった（Fig. 16E-G）。結果、WT マウス由来 OPCs を用いた際は、ラット由来 OPCs
を用いた結果と同様に、インサート側にリーリンを添加した群では移動する細胞数が増
加し、逆にチャンバー側にリーリンを添加した群では移動する細胞数が減少した（Fig. 
16E, F）。一方で、Dab1yot/yotマウス由来 OPCs を用いた際は、各群間に有意差は見られな




Figure 16. in vitro においてリーリンは Dab1 依存的に OPCs の移動に影響を与える。 
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5-1-4. Reln+/–、Dab1+/yot、Vldlr–/–マウスの胎生後期大脳皮質では OPCs の数と配置に異常
が見られる 
 次に、リーリン—Dab1 シグナルが in vivo においても OPCs の数や配置に影響を与える
かを検証した。OPCs は胎生期から生後初期にかけて、異なる時期に脳の異なる領域か
ら産生される（Kessaris et al., 2006; Bergles and Richardson, 2015）。E12 では medial 
ganglionic eminence（MGE）から、E15 では lateral ganglionic eminence（LGE）から産生
され、増殖をしながら tangential に移動し、大脳皮質へと移動する。E17 頃になると、
大脳皮質の ventricular zone（VZ）に存在する Emx1+神経前駆細胞から OPCs が産生され、
増殖をしながら大脳皮質表層に向かって radial に移動する。この OPCs（VZ-derived OPCs）
が産生されると、MGE や LGE から産生された OPCs の多くが除去され、E17 以降は、
大脳皮質に存在する OPCs の約 90%を VZ-derived OPCs が占める（Winkler et al., 2018）。
これまで、OPCs の tangential 方向への移動を制御する分子の報告はいくつか存在する
が、radial 方向への移動や配置を制御する機構はほとんどわかっていない。Reln–/–や
Dab1yot/yotマウスの脳構造は破綻しているため、本研究では、大脳皮質構造が概ね正常な
Reln+/–や Dab1+/yotマウスを用いて解析を行なった。E18.5 の Reln+/–（Fig. 17A）、Dab1+/yot
（Fig. 17F）マウスの脳切片を、抗 PDGFRα 抗体および抗 Olig2 抗体を用いて免疫染色
を行い、PDGFRα+ Olig2+細胞数をカウントした（Fig. 17B, G）。その結果、コントロール
マウスに比べて、Reln+/–および Dab1+/yotマウスの大脳皮質では OPCs の密度が顕著に増
加することが明らかとなった（Reln+/–マウスで約 50%、Dab1+/yotマウスで約 90%）（Fig. 
17B, G）。さらに、大脳皮質の表層側から脳室側までを 4 等分し、各 bin における OPCs
の密度を定量した結果、より表層側で OPCs の密度が増加する傾向が見られた（Fig. 17C, 
H）。また PDGFRα の蛍光シグナルは、コントロールマウスに比べて Reln+/–および
←（Figure legend continued） 
A. Boyden chamber migration assay の模式図。インサート（Upper）とチャンバー（Lower）にコントロ
ール（Mock）または WT リーリン（Reelin）を添加して OPCs を 24 時間培養した。 
B. ラット由来 OPCs を A のように培養し、チャンバー（lower）側に移動した OPCs を 抗 Olig2 抗体、
抗 PDGFRα 抗体を用いて免疫染色を行なった。Scale bar：50 µm。 
C. チャンバー（lower）側に移動した Olig2+PDGFRα+細胞数の定量。インサート（upper）とチャンバ
ー（lower）に添加した培地をグラフの下に記載した。グラフは mean ± SEM で表し、Tukey’s multiple 
comparison test で検定した。*p < 0.05、****p < 0.0001。n = 4。 
D. Boyden chamber migration assay 後のインサート（upper wells, U）とチャンバー（lower wells, L）の培
養液について、WB により解析した。FL：全長リーリン。Mass/kDa は WB 結果の左側に示した。 
E. Dab1+/+、Dab1yot/yotマウス由来の OPCs を A の図のように培養し、チャンバー（lower）側に移動し
た OPCs を Olig2、PDGFRα 抗体を用いて免疫染色を行なった。Scale bar：50 µm。 
F, G. チャンバー（lower）側に移動した Dab1+/+（F）、Dab1yot/yot（G）マウス由来の Olig2+PDGFRα+細胞
数の定量。インサート（upper）とチャンバー（lower）に添加した培地をグラフの下に記載した。
グラフは mean ± SEM で表し、Tukey’s multiple comparison test で検定した。*p < 0.05、***p < 0.001。
N.S.: not significant（p ≥ 0.05）。n = 3（F）、n = 4（G）。 
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Dab1+/yotマウスで強く観察された（Fig. 17A, F）。PDGFRα を介した PDGF シグナルは、
OPCs の増殖を促進する主要な因子である（Calver et al., 1998; Fruttiger et al., 1999）。そ
こで次に、リーリン–Dab1 シグナルが大脳皮質でも OPCs の増殖能に影響を与えている
かを検証するため、抗 Ki67 抗体と抗 PDGFRα 抗体を用いて免疫染色を行なった（Fig. 
17D, I）。その結果、PDGFRα+OPCs 数に対する Ki67+PDGFRα+OPCs 数の割合が Reln+/–
（Fig. 17E）や Dab1+/yot（Fig. 17J）マウスで増加した。同様に、VLDLR 欠損（Vldlr–/–）
マウスでも同様の解析を行なった（Fig. 18）。Vldlr–/–マウスの大脳皮質層構造は marginal 
zone（MZ）における軽度の異常を除けば概ね正常である（Hack et al., 2007）。Vldlr–/–マ
ウスの胎生後期の大脳皮質においても、OPCs の密度が増加し（Fig. 18A, B）、また大脳
皮質表層側でよりその差が顕著に観察された（Fig. 18A, C）。PDGFRα+OPCs 数に対する
Ki67+PDGFRα+OPCs 数の割合も増加した（Fig. 18D, E）。以上の結果から、リーリン–Dab1
シグナルは in vivo においても、OPCs の増殖を抑制し、radial 方向の移動に対して忌避
的に働く可能性が示唆された。 
 
5-1-5. N-t 切断によるリーリン機能制御は OPCs の正常な発達に重要である 
 リーリンの N-t 切断または機能制御が in vivo において OPCs の発達に関与するかを調
べるため、Adamts3–/–（Fig. 19A-E）と RelnDV/DV（Fig. 19F-J）マウスを用いてリーリン機
能低下マウスと同様の解析を行なった。その結果、コントロールマウスに比べて
Adamts3–/–（Fig. 19B）や RelnDV/DV（Fig. 19G）マウスの大脳皮質では OPCs の密度が減少
することが明らかとなった。さらに、これらマウスでは OPCs の配置がより大脳皮質の
脳室側にシフトすることも明らかとなった（Fig. 19C, H）。また、PDGFRα の蛍光シグナ
ルは、コントロールマウスに比べて Adamts3–/–（Fig. 19A）や RelnDV/DV（Fig. 19F）マウ
スで弱く観察された。さらに、PDGFRα+OPCs 数に対する Ki67+PDGFRα+OPCs 数の割合
は減少した（Fig. 19D, E, I, J）。リーリン機能低下、機能増強マウスの解析結果から、リ
ーリンは in vivo においても OPCs の増殖を抑制し、radial 方向の配置に対しては忌避的
に働く可能性が示唆された。また、N-t 切断によるリーリンの機能制御が、胎生後期の










A, F. E18.5 のコントロール、
Adamts3–/– （ A ） お よ び  
RelnDV/DV （ F ）マ ウスの
Primary somatosensory cortex
（coronal section）について、










でを 4 等分した際に各 bin
（C, H）に存在する OPCsの
密度を定量した。グラフは
mean ± SEM で 表 し 、
Student’s t-test で検定した。
n = 4（B, C）、n = 6（G, H）。
MZ：marginal zone、VZ：
ventricular zone。 
D, I. E18.5 のコントロール、
Adamts3–/– （ D ） お よ び  
RelnDV/DV （ I ） マ ウ ス の
Primary somatosensory cortex
（coronal section）について、
抗 Ki67 抗体、抗 PDGFRα 抗
体を用いて免疫染色を行な
った。核は Hoechst 33342 を
用いて染色した。矢印は
Ki67+PDGFRα+細胞を示す。
Scale bar：100 µm。 
E, J. PDGFRα+細胞数に対する
Ki67+PDGFRα+数の割合の
定量。グラフは mean ± SEM
で表し、Student’s t-test で検
定した。n = 4（E）、n = 5（J）。 
 




 本研究より、リーリンが in vitro において OPCs の増殖を抑制し移動に対して忌避的
に働くこと、胎生後期の大脳皮質において OPCs の増殖と配置に影響を与えることが明
らかとなった。本研究は、リーリンの OPCs に対する新たな機能の解明と、これまで不
明であった OPCs の大脳皮質における radial 方向の配置制御機構の解明に寄与した。 
 
 これまで多くの研究が、脊髄や視神経を用いた in vitro の実験系を用いて OPCs の発
達制御に寄与する分子を明らかにしてきた（Mitew et al., 2014; Bergles and Richardson, 
2015; Emery and Lu, 2015）。しかしながら、発生期の大脳皮質における OPCs の発達を制




and Nakajima, 2017; Wasser and Herz, 2017）、リーリンと OPCs に関する報告はほとんど
存在しなかった。本研究では、in vitro においてリーリンが OPCs の増殖を Dab1 依存的
に抑制すること（Fig.15）、リーリン機能が低下した Reln+/–、Dab1+/yot、Vldlr–/–マウスの
胎生後期の大脳皮質では Ki67+PDGFRα+OPCs の割合がコントロールマウスに比べて増
加すること（Fig. 17D-E, 17I-J, 18D-E）を明らかにした。それに対して、リーリン機能が
増強したAdamts3–/–やRelnDV/DVマウスの胎生後期の大脳皮質ではKi67+PDGFRα+OPCsの
割合が減少した（Fig. 19D, E, I, J）。これらより、リーリンが胎生後期の大脳皮質で OPCs
の増殖を制御することが示唆された。また、in vitro の Migration assay より、OPCs が
Dab1 依存的にリーリン濃度の低い環境に向かって移動することが明らかとなった（Fig. 
16）。発達期の大脳皮質では、OLs は白質や深層側から表層側に向かって勾配をもって
配置する（Tan et al., 2009）。リーリン機能が低下した Reln+/–、Dab1+/yot、Vldlr–/–マウス




より、リーリンが胎生後期の大脳皮質で OPCs の数と配置を制御すること、N-t 切断に






ーリンが、PDGFRα の発現量を減少させる可能性が考えられる。PDGF は OPCs の増殖
促進（Calver et al., 1998; Fruttiger et al., 1999）かつ移動促進（Wolswijk and Noble, 1992; 
Miyamoto et al., 2008）因子として知られている。従って、リーリンによる PDGFRα の発
現制御が、OPCs の数や移動に影響を与えている可能性がある。しかしながら、in vitro
においてリーリンは PDGFRα mRNA の発現量（Table 6）やタンパク質量（data not shown）
に影響を与えなかった。In vivo においては、リーリン以外の因子がリーリンと協働して
PDGFRα の発現を制御する可能性もある。また、本研究よりリーリンが TrkC や Id2 の
発現を抑えることも明らかとなった（Table 6）。TrkC は neurotrophin-3（NT-3）の受容体
であり、mitogen-activated protein kinase のリン酸化を介して OPCs の増殖を促進する
（Kumar et al., 1998）。NT-3 の発現は胎生後期から生後初期にピークを迎える（Ernfors 
et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990）。末梢神経系では、NT-3–TrkC シグナルがミエリン
化を抑制し、BDNF–TrkB シグナルがミエリン化を促進することが報告されている
（Cosgaya et al., 2002）。したがって、neurotrophins 間の発現量や個々のシグナルバラン
スが OPCs の発達制御に重要な役割を担っている可能性が考えられる。リーリンが TrkC
の発現制御を介してこの過程に寄与している可能性もある。Id タンパク質は進化的に
保存された分子群であり、前駆細胞の分化制御に寄与することが知られている。Id2 タ
ンパク質は、Olig1 や Olig2 といった helix-loop-helix transcriptional factors と二量体を形
成し、OPCs の分化を抑制することで OPCs の増殖を促進する（Wang et al., 2001; Chen et 




 リーリンが OPCs の数や配置を部位特異的に制御する機構の仮説の 1 つとして、リー
リンが大脳皮質の表層から脳室にかけて勾配をもって存在している可能性がある。ゼブ
ラフィッシュの視蓋では、リーリンがヘパラン硫酸プロテオグリカンの勾配によって安
定化され、濃度勾配をもって存在することが報告されている（Di Donato et al., 2018）。
またリーリンが発現部位局所的に、海馬 CA1 や大脳皮質５層錐体細胞の樹状突起の局
在やイオンチャネルの膜上発現を制御することも報告されている（Kupferman et al., 2014, 
but see also Meseke et al., 2018）。胎生期の大脳皮質では、リーリンは MZ で産生および
分泌され、深層神経細胞に主に発現する ADAMTS-3 により切断され不活化される。従
って、リーリンシグナルの強さは大脳皮質表層側から脳室側に向かうに従い弱くなる可






 OPCs はリーリンと Dab1、リーリン受容体を発現する（Siebert and Osterhout, 2011; Fig. 
14）。成体脳では OPCs の数が常に一定に保たれることが知られているが、その制御機
構は不明である。また、個々の OPCs はそれぞれ自分のテリトリーを持ち、決して重な








 胎生期から生後初期に産生される OPCs の多くは成体期まで維持される。本研究では
成体脳におけるリーリンの、OPCs や OLs の発達または機能への寄与の解明には至らな
かった。リーリンは、統合失調症（Folsom and Fatemi, 2013; Ishii et al., 2016）、うつ病
（Caruncho et al., 2016）、多発性硬化症（Talebian et al., 2019）など、様々な神経疾患の発
症や増悪化に寄与することが知られている。また、これら疾患では OPCs の発達やミエ
リン形成に異常がしばしばみられる（Fields, 2008; Birey et al., 2017; Chen et al., 2018）。
末梢神経系では、神経挫滅後にリーリンが一過性に発現すること（Panteri et al., 2006）、
リーリン欠損マウスでは末梢神経系での再生過程に異常がみられること（Lorenzetto et 
al., 2008）も報告されている。さらに、坐骨神経損傷により ApoER2 とリーリンの発現
が上昇し、リーリンがシュワン細胞の移動に寄与することも報告されている（Pasten et 


















 本研究では、脳の形成と機能に必須な分泌タンパク質リーリンの N-t 切断に着目し、
脳におけるリーリン N-t 切断酵素の同定、および N-t 切断によるリーリンの機能的制御
の生理的意義の解明を目指した。そして、私は以下の知見を得た。 
 
 1. ADAMTS-3 は大脳皮質、海馬、小脳プルキンエ細胞に発現する。 
 
 2. Adamts3–/–マウスは骨形成異常を示し、その多くが生後すぐに死亡する。 
 
 3. N-t 切断はリーリンの不活化機構である。 
 
 4. ADAMTS-3 が、大脳皮質と海馬でリーリンを切断して不活化する酵素である。 
 
 5. N-t 切断によるリーリンの機能制御は大脳皮質神経細胞形態を制御する。 
 
 6. リーリン－Dab1 シグナルは、OPCs の増殖を抑制する。 
 
 7. リーリン－Dab1 シグナルは、OPCs の移動に対して忌避的に働く。 
 
 8. N-t 切断によるリーリンの機能制御は OPCs の増殖および配置の制御に寄与する。 
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